
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

概要 

多角度光散乱とイオン交換クロマトグラフィーを組み合

わせた系（IEX-MALS）は、不均一な試料中の蛋白質、蛋

白質複合体、ペプチドの絶対分子量測定を可能にし SEC

カラムの限られた分離能による SEC-MALS のいくつかの 

限界を克服することができます。IEX-MALS 法は、天然の

オリゴマー、電荷変異体、修飾蛋白質、蛋白質混合物試

料の性状解析と共に、品質管理にも有用な手法です。  

はじめに 
SEC-MALS は蛋白質性状解析のための一般的な方法として

広く知られており、この方法は凝集体、複合体や修飾体

の構造解析と共に分子量の決定（M）と化学量論を決定

できます 1,2。また同時に測定される動的光散乱（DLS）

は、溶出する各分子種の大きさ（流体力学的半径、Rh）

を決定します。  

 

SEC-MALS または SEC-DLS によって最適な結果を得るため

には、MALS 解析に先立って試料中に存在するさまざまな

蛋白質分子種を分離する必要があります。しかしながら

SEC カラムでは、試料中に存在する異なる蛋白質、例え

ば、酸性と塩基性変異体のモノクローン抗体（ｍAbs）、

流体力学的半径の近い異なる蛋白質、分子量の近いオリ

ゴマーなどを分離することが困難な場合があります。 

さらに、SEC カラムで、高分子オリゴマーまたは凝集体

が蛋白質のピークと完全に分離できない場合には、LS 信

号強度の強い凝集体がその後で溶出し、より低分子のオ

リゴマー分子量決定に影響を与えることがあります 3。 
 

これらの SEC カラムによる分離能力の限界は、流体力学

的サイズ以外の分子の性質に基づく分離技術を組み合わ

せることで、打開することができ、これらの分離手法と 

MALS を組み合わせることで、MALS にとって信頼性の高

い解析が可能になります。このホワイトペーパーでは、

MALS にイオン交換クロマトグラフィーを組み合わせた 

例（IEX-MALS）を、不均一な蛋白質標品の強力な分離と

解析法として紹介します。

 

IEX クロマトグラフィー 
  IEX は支持マトリックスとの異なるイオン相互作用に基づく 

蛋白質（および他の高分子）の高度で選択的な吸着クロマト 

グラフィーです。アニオン交換体（AIEX）とカチオン交換 

（CIEX）はそれぞれ負および正に荷電した分子を結合します。 

SEC カラムと異なり、IEX は溶出ピークの分子量を推定する 

カラム検定法はないため、オンラインで分子量を推定するた 

めには MALS が必須になります。 
 

 
   イオン交換      サイズ排除 

  （表面電荷）    （流体力学的サイズ） 

UV 対 dRI 
イオン交換クロマトグラフィーにおける塩濃度勾配による 

溶出では、移動相の屈折率が大きく変化し、しばしば試料 

のピークによる変化よりもずっと大きな変化を生じます。 

そのため、濃度の決定には UV 検出器を用いるのが、最も 

簡単‐しばしば必要‐です。[注：塩濃度勾配でなく、pH 勾 

配だけを用いる場合にはそれほど大きな屈折率の変化は生じ 

ません。] 

 

  しかしながら、示差屈折率（dRI）を濃度測定に用いると、 

以下のような利点があります： 
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 dRI は一般的な測定法で、発色団や蛍光団の存在

に依存しない。 

 

 ほとんどすべての水溶液中の蛋白質は誤差 1-2％

で同じ dRI 応答（dn/dc）を持つ。 

 

 UV と dRI の組み合わせによって、糖蛋白質や蛋

白質- 多糖ワクチンのような複合体の性状解析が

可能である。 

 

特に, Wyatt 社製 OptilabdRI は、勾配によって生じる変

化の全領域で比較的小さなシグナルの場合でも測定する 

ことができます。 

 

ここでの紹介例は UV 検出が用いられていますが、屈折率

での解析も行っています。dRI による IEX-MALS の解析は別

のアプリケーションノートで紹介します。 

 

材料と方法 
解析は FPLC システムに miniDAWN（ WyattQELS: DLS 

測定モジュール内蔵）を接続して行いました。濃度は、

FPLC の UV 280 nm の吸収シグナルで検出しました。

Optilab示差屈折計（dRI）でも濃度解析のための dRI デ

ータを取得しました。通常 dRI 解析は塩濃度のプロファ

イルが直線的で、溶出ピークが完全に濃度勾配中に収ま

っていれば適応できます。  

 

データは、解析ソフトウェア ASTRAで解析しました。 
dn/dc の値は 0.185 mL/g を用いました。この dn/dc 値は 

蛋白質の溶出が 50 – 200 mM の NaCl 濃度溶液で起こって

いれば適用できます。 
   

IEX 法での分離は、低電荷の不純物が、塩濃度勾配が立ち

上がる前に完全に溶出され、LS ピークがベースラインに

戻り、また高電荷分子種が完全に溶出されて塩濃度勾配の

最後に LS ベースラインに戻るようにデザインしました。 

BSA の IEX-MALS 

BSA は強陰イオン交換カラムを用いて精製しました。 

精製は何回か繰り返し再現性を確認しました。 

 

平衡化および洗浄には、20mM TrisHCl、pH 8 +50mM NaCl

バッファー を用いました。 BSA は 0.5 mg または 1 mg 注入

しました。カラムボリューム（CV）30 もしくは 15 で、平

衡化溶媒に 15-70%の 500mM NaCl をグラジエント溶出し

ました。より精密な BSA オリゴマーの分離には 2 mg BSA

を注入し、同じ移動相で 40% と 50% のステップグラジエ

ントを行いました。  

 

 

mAb の SEC- および IEX-MALS  

異なる 2 種の mAb を SEC-MALS および IEX-MALS を用い

て解析しました。 

MAb1  

SEC: 移動相には 20 mM リン酸ナトリウム＋100mM NaCl、

pH 7.4 が用られ、0.2 mg の mAb1 が注入されました。 

  
IEX: 平衡化及び洗浄バッファーは、20 mM 酢酸ナトリウム 

＋100mM NaCl、pH 5 が用いられ、0.2 mg の mAb1 が注入 

されました。溶出グラジエントは平衡化溶媒に 1M NaCl を 

15－25％、13 CV（カラムボリューム）で行われました。 

MAb2  

SEC: 移動相には 150 mM NaCl 存在下、 20 mM 酢酸ナト 

リウム＋150mM NaCl、pH 5 を用いられ、0.23 mg mAb が 

注入されました。 

 

IEX: 平衡化および洗浄バッファーは 50 mM NaCl 存在下、

20mM 酢酸ナトリウム＋50mM NaCl、pH 5 が用いられ、 

0.6 mg の mAb2 をカラムに注入しました。溶出グラジエン

トは平衡化溶媒に 500 mM NaCl を 25－50％、15 CV で行わ

れました。 

 

 
図１. イオン交換クロマトグラフィーの模式図 

https://www.shoko-sc.co.jp/products/equipment/differential_refractometer/optilab/index.html
https://www.shoko-sc.co.jp/products/equipment/light_scattering/dawn/index.html
http://www.wyatt.com/WyattQELS
https://www.shoko-sc.co.jp/products/equipment/differential_refractometer/optilab/index.html
http://www.wyatt.com/ASTRA


結果と考察 

BSA は一般的に SEC-MALS システムの状態を確認するため

に用いられていますが、IEX においても、異なるグラジ

エントプロファイルでの、精度と再現性を評価するため

に用いました。市販の 2 種の mAb を、それらのバイオ治

療薬の重要な性質である電荷の変異体の存在を理解する

ために MALS で解析しました。 

BSA 

BSA は、ほぼモノマーとして存在しますが、若干の断片

と共に、低濃度のダイマーとトリマーを含んでいます。

IEX-MALS の実験では、BSA モノマーは単純に 30CV の、

直線的な塩グラジエントで オリゴマーと分離されまし

た(図 2A)。各ピークは繰り返し実験において若干異なる

溶出時間に溶出されましたが、MALS によって同定され

る分子量は同じであり、主ピークはモノマーの期待され

る値と一致しました。ダイマーの分子量は若干小さく算

出されましたが、これはモノマーのピークと完全に分離

できていないためであると考えられます。19 分の溶出

時間には、断片と思われるピークが見られます。 

グラジエントの傾きが小さいため、溶出されるピークは

幅が広く、蛋白質は大きな溶出容積になっているため、

ピークは比較的低くなります。そのため、この IEX-MALS

実験では標準的な SEC-MALS よりも多くの試料（0.5 – 1 

mg）が必要になります。 

より鋭いグラジエントは分離能を減少させますが、より

高いピークになり、シグナル感度は改良されます（図

2B）。これは低純度の試料を主としてメインピークを

解析したい場合には有用です。 

 

次にモノマーとダイマーのピーク分離を改良するために

35% [NaCl]のステップグラジエントに続いて、直線的な

グラジエントを加える方法を行いました。35%という値

は BSA モノマーのピークの位置のバッファーの電導度 

から選択しました（図 2C）。モノマー分子量の 67 kDa

はピーク全体にわたって一様であり、モノマー全てを溶

出させるのに、十分量の液を送液しました。塩濃度ステ

ップグラジエントをより検討することで、直線的グラジ

エントを開始する手前の 30 分付近に検出される断片の

ピーク分離や、より高い塩濃度にすることで、ダイマー

とトリマーの分離を改善できる可能性があります。 

 

 
 

 
 

 

図２．異なるグラジエントプログラムによる BSA の AIEX-MALS 測定: 

A)30CV にわたる 15-70% の 500 mM NaCl の直線グラジエント; B) 30CV およ

び 15CV にわたる 15-70% の 500 mM NaCl の直線濃度勾配; C) 35% のステッ

プグラジエントと 10CV にわたる 35-100% の直線グラジエント。 クロマト

グラムは、90° の LS, 280 nm の UV 吸収、およびバッファーの電導度と

MALS によって決定された各ピークの分子量が示されている。 



MAbs 

 
抗体には通常電荷変異体（酸性及び塩基性変異体と言わ

れる）即ち分子量は非常に近いが、グリコシレーション

化のパターン、アミデーション／デアミデーション、シ

アル化／脱シアル化、C 末端リシンの切断などが大きく 

異なる変異体の存在が知られています 4。変異体は異な 

る流体力学的構造を示すこともあります 5。 

 
 
SEC-MALS 解析の結果、mAb1 と mAb2 はいずれも非常に高

い均一性を示すことが分かりました(図 3A 及び B)。しかし

CIEX-MALS では mAb の変異体を分離測定することができま

した。クロマトグラムにおける各ピークの MALS および 

DLS による分子量と半径の解析結果を図 3C 及び 3D に示し

ます。これらの変異体は流体力学的半径 Rhが近いため、

SEC では分離されなかったことが判明しました。   

 

  
図３．モノクローン抗体の SEC-MALS および CIEX-MALS 測定結果 

 A と B は各々、mAb1 (A) 及び mAb2 (B)の SEC-MALS の測定結果。C と D は、各々mAb1 (C) 及び mAb2 (D)の CIEX-MALS の測定結果です。クロマトグラム

は LS（90°）と 280nm の UV、およびバッファーの電気伝導度と MALS で測定した各ピークの分子量、分子半径（C,D のみ）を表示しています。見や

すくするために LS のトレースは垂直方向にオフセットしています。

 

mAb1  
2 種の変異体には MALS-UV で決定された明らかに小さな

分子量の差異が見られました。この差異はマイナーな配

列の違い（2 つのトリプトファンが UV を吸収しない別の

アミノ酸で置換されている）またはグリコシル化の程度

の違いによるものと思われます。差異の原因をはっきり

させるためには質量分析のような精度の高い方法で解析

する必要がありますが、 

 

 
 

既に IEX-MALS は変異体間に分子量や性質の違いが存在する

ことを示しています。 

 
mAb2  
MALS の結果、変異体は同じまたは非常に近い分子量を持

つことが明らかになりました。このことは、これらが単量

体の mAb の電荷変異体であることを示しています。 



展望 

 
イオン交換クロマトグラフィーは分離が困難な時に、電導 

度や pH 勾配、カラムの電荷の正負や結合強度を任意に変 

更できる柔軟性を持ち、その結果 IEX-MALS は水溶性緩衝 

液中で幅広い分析物を分析することができる可能性があり 

ます。 

IEX は分子の大きさにはあまり依存しないため、一つのカ 

ラムで多種類のペプチド、蛋白質、核酸、複合体、界面 

活性剤のミセルに取り込まれた膜蛋白質やナノディスク 

など、一つの SEC カラムでは分離できない化合物でも分析 

可能です。 

IgM、ウイルス様粒子、小さな顆粒や多くのバイオ高分子 

には、ポアサイズの大きなカラムが適しています。 

 

この技術は、分離用 IEX に MALS や DLS を組み合わせて発 

展させれば、絶対分子量や分子の大きさの解析まで可能で 

より広く解析の範囲を拡大できると考えられています。 

結論 
IEX-MALS は SEC-MALS とは異なる分離原理を用いることに 

より、相補的な分離を実現させます。IEX-MALS は蛋白質の 

品質管理や性状解析に有用な技術であり、ここでは、純粋 

な蛋白質と複合体試料に適用できることが明らかになりま 

した。特に同等の流体力学的半径を持つ場合や他の理由で 

同時に溶出する分子種であるために標準的な SEC では分離 

できないような試料を解析する際に有用であることが判明 

しました。 
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